
АСТРОНОМИЧЕСКИЙ ВЕСТНИК, 2021, том 55, № 5, с. 387–392

387

УСТОЙЧИВОСТЬ ФЕРМЕНТОВ К ВОЗДЕЙСТВИЮ ИОНИЗИРУЮЩЕЙ 
РАДИАЦИИ В МОДЕЛЬНЫХ УСЛОВИЯХ РЕГОЛИТА МАРСА
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Одним из основных факторов, разрушающих биомолекулы во внеземных условиях, является иони-
зирующее излучение. Эффекты воздействия радиации зависят от условий (давление, температура,
присутствие различных химических веществ) облучения. Нами исследована устойчивость фермен-
тов (каталазы и дегидрогеназ) в почве при облучении ускоренными электронами в дозах до 100 кГр
при низком давлении (0.01 торр) и низкой температуре (–130°С). После воздействия дозы 100 кГр
каталазная активность сохранилась на контрольном уровне, дегидрогеназная активность снизилась
в 5 раз. Результаты исследования позволяют предполагать возможность длительного сохранения ак-
тивных ферментов в марсианском реголите до их инактивации вследствие накопления радиацион-
ных повреждений. Принимая во внимание интенсивность ионизирующего излучения в поверх-
ностном слое реголита Марса, мы считаем, что снижение дегидрогеназной активности в 10, 100 и
1000 раз от исходного уровня могло бы произойти в течение 1.9, 3.8 и 5.7 млн лет соответственно,
каталаза же могла бы сохранять активность в течение еще более длительных периодов. Полученные
данные свидетельствуют в пользу возможности детектирования ферментативной активности поса-
дочными аппаратами в рамках планируемых космических миссий.
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ВВЕДЕНИЕ

Исследование устойчивости различных био-
молекул (многие из которых рассматриваются в
качестве биомаркеров) к воздействию экстремаль-
ных факторов внеземного пространства имеет
большое значение для планирования и подготовки
космических миссий. Такие исследования позво-
ляютвыявить типы молекул, наиболее устойчивых в
космических условиях, оценить длительность их
сохранения, обнаружить трансформации, которые
они претерпевают под действием тех или иных
факторов (Blanco и др., 2018; deVera, 2020). Это
способствует определению перспективных для
изучения космические тел мест посадки, геологи-
ческих структур и типов отложений, созданию
необходимого инструментария и адаптации ана-
литических методик, а также корректной интер-
претации данных, полученных в ходе космиче-

ских миссий (Blanco и др., 2018; Röling и др., 2015;
deVera, 2020; Poch и др., 2014).

В качестве основных факторов, разрушающих
биомолекулы в условиях космоса, рассматрива-
ются ионизирующая радиация и ультрафиолето-
вое излучение (Blanco и др., 2018; Fornaro и др.,
2018; Poch и др., 2014). Однако ультрафиолетовое
излучение поглощается, как правило, нескольки-
ми миллиметрами твердого вещества (Mancinelli,
Klovstad, 2000; Cockell и др., 2005; Schuerger и др.,
2012). Потому главным фактором, лимитирую-
щим сохранение биомаркеров внутри метеори-
тов, в реголите и льду ряда планет и спутников на
глубинах более нескольких миллиметров, являет-
ся ионизирующее излучение (Pavlov и др., 2002;
2012; Kminek, Bada, 2006).

При исследовании устойчивости биомолекул
к воздействию ионизирующей радиации изуча-
ются, как правило, чистые химические вещества
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при облучении в условиях нормального атмо-
сферного давления и температур, близких к ком-
натным (Blanco и др., 2018; Cherubini, Ursini, 2015;
Iglesias-Groth и др., 2011; Lopez-Islas и др., 2019).
В то же время известно, что подвижность свобод-
ных радикалов, являющихся основной причиной
радиационных повреждений, существенно зави-
сит от температуры при облучении (Dartnell и др.,
2010). На устойчивость биомолекул также может
влиять химический состав окружающей среды,
так как, с одной стороны, газообразный кисло-
род, вода, соли и минералы являются источника-
ми свободных радикалов (Dartnell и др., 2010;
Zakharov, Nevostruev, 1968; Wang и др., 2020) и, с
другой стороны, возможны взаимодействия био-
молекул (или их остатков) с какими-либо веще-
ствами окружающей среды (Bonner и др., 1985;
Materese и др., 2020; Röling и др., 2015). Следова-
тельно, для корректной оценки устойчивости
биомаркеров на каких-либо космических объек-
тах требуется воспроизведение наиболее полного
комплекса факторов.

Среди биомаркеров, которые могут быть обна-
ружены посадочными космическими миссиями,
рассматриваются биомолекулы, входящие в со-
став клеток микроорганизмов – пептиды, липи-
ды, углеводы, нуклеиновые кислоты, пигменты
(Blanco и др., 2018; Georgiou, Deamer, 2014; Dart-
nell и др., 2012; deVera, 2020). Одними из перспек-
тивных биомаркеров считаются ферменты (как
неотъемлемый компонент всех живых клеток), а
также продукты процессов, катализируемых фер-
ментами (McLaren, 1969; Yamagishi и др., 2010;
Thomas, Schimel, 1991; McKay и др., 2013; Blake и др.,
2001), однако в сравнении с низкомолекулярными
соединениями им уделяется мало внимания.

Влияние высоких доз радиации на чистые
ферменты довольно хорошо изучено в ходе разра-
ботки методов стерилизации фармацевтических
препаратов. Установлено, что устойчивость мно-
гих ферментов может резко меняться в зависимо-
сти от условий облучения, таких как присутствие
воды, рН раствора, наличие примесей, а также от
конформации молекул (Dale, 1966; Jacobs, 1995;
Saha и др., 1995). В частности, при облучении в
водных растворах многие ферменты инактивиру-
ются дозами порядка сотен Гр (Dale, 1966; Morim-
oto и др., 1980), в сухом же виде их устойчивость
возрастает, и для полной инактивации некоторых
ферментов требуется облучение дозами свыше
100 кГр (Smith, 1954; Wilson, 1959; Ueno и др.,
1976; Morimoto и др., 1980; Libický и др., 1992).

С астробиологической точки зрения наиболь-
ший интерес представляют исследования по об-
лучению ферментов высокими дозами излучения
на минеральных носителях, в том числе в породах
и почвах, которые могут рассматриваться как
аналоги реголита различных космических тел, и,

в частности, Марса (Preston, Dartnell, 2014; Mar-
low и др., 2008; Cheptsov и др., 2018). Известно,
что почвенные ферменты в целом обладают очень
высокой устойчивостью к ионизирующей радиа-
ции, однако величины инактивирующих доз мо-
гут отличаться на порядки для разных ферментов
и для различных почв. Так, показано сохранение
100% активности сахараз, уреаз, фосфатаз и про-
теаз и 60–80% активности каталазы, дегидроге-
наз, инвертазы и β-глюкозидазы после воздей-
ствия доз до 25 кГр (Voets и др., 1965; Lensi и др.,
1991; Denisova и др., 2007). После гамма-облуче-
ния дозой 40 кГр выявлено почти полное инги-
бирование сульфат-редуцирующей активности,
сохранение до 20% активности α-D-глюкозида-
зы и β-D-галактозидазы и более 30% активности
β-D-глюкозидазы, дегидрогеназ и ряда других
ферментов (Brown, 1981). При воздействии 75 кГр
гамма-излучения обнаружено сохранение ис-
ходной уреазной активности, снижение фосфа-
тазной активности до 70% от контрольного уровня
и уменьшение активности декарбоксилаз до 0.5%
(Shih, Souza, 1978). Продемонстрировано сохра-
нение 40% уреазной активности в почвах, облу-
ченных дозой 200 кГр (Pettit и др., 1976) и 3.1–
7.5% фосфатазной активности после воздействия
доз до 500 кГр (Burns и др., 1978).

Высокая устойчивость ферментов позволяет
предполагать их длительное сохранение во вне-
земной среде. Однако их устойчивость, как указа-
но выше, зависит от условий облучения. Тем не
менее исследования активности ферментов при
комплексном воздействии факторов внеземного
пространства ранее не проводились. Нами прове-
дено облучение дерново-подзолистой почвы уско-
ренными электронами (1 МэВ) при низком давле-
нии (0.01 торр) и низкой температуре (–130°С) до-
зами 10 и 100 кГр и оценены изменения
ферментативной (каталазной и дегидрогеназной)
активности in situ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования являлась дерново-

подзолистая почва, отобранная в Московской об-
ласти (56°1′32″ N, 37°11′27″ E) с глубины 5–10 см.
Химические характеристики образца были опи-
саны ранее (Cheptsov и др., 2019). Выбор образца
для исследования был обусловлен довольно вы-
сокой ферментативной активностью, выявлен-
ной в ходе предварительных анализов. Воздушно-
сухой образец был очищен от корней и просеян
через сито с диаметром отверстий 0.25 мм. Далее
навески образца массой 0.15 г были герметично
упакованы в стерильные полиэтиленовые пакеты
диаметром около 20 мм, при этом толщина образ-
ца не превышала 1 мм (Cheptsov и др., 2018).

Для облучения образцы помещались в ранее
описанную климатическую камеру (Cheptsov
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и др., 2018; Pavlov и др., 2019), позволяющую про-
водить облучение ускоренными электронами и
поддерживать низкое давление и низкие темпера-
туры в ходе облучения. Образцы в полиэтилено-
вых пакетах помещались в предварительно охла-
жденную до –100°C камеру, затем пакеты прока-
лывались стерильной иглой, чтобы обеспечить в
дальнейшем понижение давления. Далее камера
герметично закрывалась и проводилась откачка
воздуха до давления около 0.01 торр. Температура
образцов контролировалась с помощью термопа-
ры и во время облучения составляла –130°С. Об-
лучение проводилось с помощью ускорителя
электронов РТЭ-1В (СССР) при энергии элек-
тронов 1 МэВ. Образцы были облучены дозами
10 и 100 кГр при интенсивности излучения 0.28 и
2.8 кГр/с соответственно. Также был проведен
контроль воздействия температуры и давления
без облучения, для чего образцы были выдержа-
ны в течение 10 мин при тех же давлении и темпе-
ратуре, что и во время облучения (Cheptsov и др.,
2018). Контролем служили образцы, не подвер-
гавшиеся каким-либо из указанных воздействий
и хранившиеся при +4°С. После облучения и до
проведения анализа образцы транспортирова-
лись и хранились при отрицательных температу-
рах. Длительность транспортировки и хранения
образцов составляла не более 3 суток.

Оценку каталазной активности производили
газометрическим методом (Tabatabai, 1994) по об-
разованию газообразного кислорода в ходе следу-
ющей химической реакции:

Для этого навеску почвы массой 0.9 г вносили
в толстостенную колбу емкостью 100 мл, добавля-
ли 0.5 г CaCO3, почву смачивали 4 мл стерильной
дистиллированной воды. Затем в колбу вносили
стаканчик с 1.7 мл 10%-го раствора перекиси во-
дорода. Колбу герметично закрывали пробкой,
соединенной с V-образной бюреткой, заполнен-
ной водой для учета объема образующегося кисло-
рода. Содержимое колбы интенсивно встряхивали
в течение минуты, после чего регистрировали объ-
ем образовавшегося кислорода. Активность ката-
лазы выражали в мл кислорода, выделившегося
на 1 г почвы за минуту.

Для оценки суммарной активности дегидроге-
наз почвы был использован тетразолиевый ме-
тод (Tabatabai, 1994), основанный на восстанов-
лении дегидрогеназами бесцветного соединения
2,3,5-трифенилтетразолия хлористого (ТТХ) до
красноокрашенного трифенилформазана (ТФФ).
Навеску почвы массой 0.9 г помещали в стериль-
ную пробирку, добавляли 100 мг CaCO3, 1 мл 0.1-мо-
лярный раствора глюкозы и 1 мл 1%-го раствора
ТТХ и тщательно перемешивали. Пробирки по-
мещали в анаэростат и после создания вакуума

→ + ↑2 2 2 22H O 2H O O .

инкубировали при 30°С в течение 24 ч. По истече-
нии срока инкубации образовавшийся в ходе ак-
тивности дегидрогеназ ТФФ экстрагировали эта-
нолом (25 мл) и отфильтровывали. Окрашенный
раствор фотоколориметрировали при λ = 540 нм.
Количество ТФФ, образовавшееся в ходе фер-
ментативной реакции, рассчитывали по калибро-
вочной кривой. Активность дегидрогеназ выража-
ли в мг ТФФ, образующегося в 1 г почвы за сутки.

Аналогичным образом каталазная и дегидро-
геназная активность была измерена в почве,
предварительно стерилизованной сухим жаром
при +180°C в течение 12 ч (отрицательный кон-
троль) в связи с возможным вкладом минералов в
разложение перекиси водорода и восстановление
ТТХ.

Все анализы проводились в трехкратной по-
вторности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Каталазная и дегидрогеназная активность не

изменилась после воздействия низкого давления
и низкой температуры (рис. 1, 2). После облучения
дозами 10 и 100 кГр активность каталазы также со-
хранилась на контрольном уровне (рис. 1). Ак-
тивность дегидрогеназ снизилась на 18% после
воздействия дозы 10 кГр, однако это снижение
было статистически недостоверным. При облуче-
нии же дозой 100 кГр наблюдалось достоверное
снижение дегидрогеназной активности на 80%
относительно контроля (рис. 2). Каталаза и дегид-
рогеназы продемонстрировали высокую устойчи-
вость к воздействию комплекса факторов внезем-
ного пространства.

Изменение ферментативной активности при
воздействии ионизирующей радиации описыва-
ется формулой:

(1)

где А – активность фермента после облучения, А0 –
начальная активность фермента, k – коэффици-
ент инактивации, D – доза излучения (Burns и др.,
1978; Brown, 1981). С помощью приведенной фор-
мулы можно теоретически оценить ферментатив-
ную активность после воздействия какой-либо
дозы излучения, и в том числе, сравнить данные
различных исследований, в которых облучение
проводилось разными дозами и прямое сопостав-
ление которых невозможно. Чем ниже значение
коэффициента инактивации, тем выше устойчи-
вость фермента.

По данным, полученным в нашем экспери-
менте, рассчитать коэффициент инактивации для
каталазы нельзя, т.к. даже после воздействия мак-
симальной дозы излучения активность фермента
не изменилась. Однако ранее была показана 48%
инактивация каталазы дозами около 4.4 кГр при

−= (
0

),kDA A e
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облучении чистого фермента в виде монослоя
(Smith, 1954) и снижение каталазной активности в
почве на 20–30% после облучения дозами до 20 кГр
(Denisova и др., 2007), что позволяет заключить,
что в нашем эксперименте устойчивость каталазы
была выше, чем в предыдущих исследованиях.
Коэффициент инактивации дегидрогеназ в на-
шем эксперименте составил 0.016 кГр–1 (что так-
же равно 0.16 Мрад–1). По литературным данным
этот коэффициент для дегидрогеназ варьирует в
пределах 0.005–0.018 кГр–1 (Brown, 1981; Denisova
и др., 2007). То есть дегидрогеназы, в отличие от
каталазы, при облучении в условиях низкого дав-
ления и низкой температуры не проявили повы-
шенной устойчивости к облучению.

Выявленные различия между устойчивостью
ферментов в нашем эксперименте и в ранее про-

веденных исследованиях могут быть связаны как
с влиянием условий облучения, так и с какими-
либо характеристиками объектов исследования,
т.к. устойчивость одних и тех же ферментовв раз-
личных почвах может значительно отличаться
(Shih, Souza, 1978; Burns и др., 1978; Pettit и др.,
1976). Ранее существенное повышение устойчи-
вости при аналогичных условиях облучения (тем-
пература, давление, дозы) наблюдалось для мик-
роорганизмов (Cheptsov и др., 2018). Возможно,
для ферментов эффект понижения температуры и
давления при облучении может быть выявлен при
воздействии бóльших доз излучения, что будет
проверено в ходе дальнейших исследований.

С помощью формулы (1) рассчитано, что 90,
99 и 99.9% инактивация дегидрогеназ произойдет
при облучении дозами 144, 288 и 432 кГр соответ-
ственно. Зная интенсивность ионизирующего из-

Рис. 1. Влияние ионизирующей радиации на каталазную активность дерново-подзолистой почвы. ТР – экспонирова-
ние при низком давлении и низкой температуре без облучения, 180°C – стерилизованный образец (негативный кон-
троль). Планки погрешности обозначают доверительный интервал при α = 0.95.
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лучения на Марсе (Hassler и др., 2014), можно
оценить, в течение каких сроков ферменты могли
бы сохранять активность в реголите на разных
глубинах при накоплении радиационных повре-
ждений. В частности, в поверхностном слое рего-
лита снижение дегидрогеназной активности в 10,
100 и 1000 раз от исходного уровня могло бы про-
изойти в течение 1.9, 3.8 и 5.7 млн лет соответ-
ственно. Более высокая устойчивость каталазы в
сравнении с дегидрогеназой (рис. 1), а также све-
дения об устойчивости уреаз и фосфатаз к облуче-
нию в дозах 200–500 кГр (Pettit и др., 1976; Burns
и др., 1978) позволяют предполагать, что длитель-
ность сохранения активности некоторых фер-
ментов может быть еще выше. Полученные дан-
ные свидетельствуют о возможности сохранения
сложных органических соединений во внеземных
условиях в течение длительного времени и воз-
можности обнаружения ферментативной актив-
ности в ходе космических миссий. Следует отме-
тить, что поиск микробных клеток с помощью
анализа ферментативной активности планируется
проводить в ходе будущих миссий на Марсе. Так,
в последние годы Японским агентством аэрокос-
мических исследований (JAXA) разрабатываются
методики и оборудование для детектирования
ферментов посадочными аппаратами (Yamagishi
и др., 2010; 2018).

Подводя итог, мы показали, что ферменты мо-
гут выдерживать воздействие высоких доз иони-
зирующего излучения в условиях, моделирующих
основные физические факторы внеземной среды.
При этом устойчивость исследованных фермен-
тов к облучению при низком давлении и низкой
температуре была сопоставима с таковой при
нормальных условиях. В продолжение работы
планируется изучение воздействия более высо-
ких доз излучения и активности более широкого
спектра ферментов с целью выявления наиболее
устойчивых из них в условиях реголита Марса.

Авторы благодарят О.А. Ершову за предостав-
ленный для исследования образец почвы и
В.Ю. Соловьева за помощь в проведении облу-
чений.

Исследование выполнено при поддержке
гранта РФФИ № 20-02-00470.
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